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論文内容要旨
 【研究の目的】
 極微弱生物フォトン発光(生体極微弱発光またはバイオフォトン発光)はほとんどの生体にお
 いて,生命活動にともなって発せられる極めて微弱な発光現象である。この現象は生体の生理的・
 病的状態を反映する新しい指標として,医学・生物学分野にその計測法を応用すべく,多くの検
 討がなされてきた。最近では種々の病態との関連が明らかにされっっあり,生物フォトン発光の
 計測は無侵襲な病態診断の新たな手法として期待されている。培養細胞は病態診断のモデルとし
 て有用であるが,これまで生物フォトン計測例は限られ,生理的条件下での計測は行なわれなかっ
 た。
 我々はこれまで困難であった,培養細胞の増殖状態や,細胞周期と生物フォトン現象との関連
 を明らかにすることを目的として,低ノイズ・超高感度な極微弱発光計測装置を開発し,新たに
 考案した培養装置を組み合わせて,培養細胞由来の生物フォトン計測系を確立した。この測定系
 を用いて培養癌細胞の増殖過程における生物フォトン発光を計測し,生理的情報の抽出を試みた。
 【方法彊
 計測に用いた細胞株は,東北大学第二外科で樹立したヒト食道癌患者胸水由来の細胞株TE9
 である。計測には灌流培養系を組み込んだ低ノイズ・高感度なフィルター差分方式分光分析シス
 テムを使用した。灌流培養系とは培地および気相を,ゆっくりとした一定速度で持続的に灌流す
 ることで,培養細胞の栄養条件を長時間一定に保つことができ,さらに温度,気相,培地および
 薬剤等の生育にかかわる環境を変化させることで,様々な生理的状態における生物フォトン現象
 が計測可能な培養系である。この装置を使用して,TE9の細胞増殖に伴う発光速度の変化およ
 び発光スペクトルを計測した。さらにcolcemidによる同調培養細胞の生物フォトン発光を計測
 し,通常の増殖時の発光特性と比較検討を行った。
 【結果】
 培養細胞に由来する生物フォトン発光強度は,計測初期には培地に由来する遅延蛍光の急激な
 減少を認めるものの,細胞増殖曲線にほぼ一致した経時変化を辿った。計測開始から5-9時間
 および19-93時間のTE9に由来する生物フォトン発光強度は,培地のみの場合と比較した場合,
 有意に高いことが明らかになった。しかし発光強度の変化を詳細に検討すると,増殖曲線とは一
 致しない部分があり,細胞周期の影響が示唆された。TE9由来の発光スペクトルは,500-700n
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 mの領域で発光強度が培地に比べて有意に高く,特に530,590,630nm付近に発光ピークを持
 つことがわかった。
 colcemidを用いたM期同調培養時の計測において,単位細胞数あたりの発光強度は非同調培
 養細胞に比較して有意に高いことが示された。同時計測した発光スペクトルではcolcemid投与
 前後で発光スペクトルに有意な変化を認めた。
 【考察】
 生物フォトン計測によって細胞の増殖状態が観測可能であり,同時に発光強度には細胞の生理
 状態の情報も含まれることが示唆された。また細胞由来の発光スペクトルパターンも計測でき,
 今後発光スペクトル計測は生物フォトンの発光メカニズムの解明のみならず,複雑な生体におい
 て目的とする細胞からの生理的情報抽出にも役立っと思われる。またcolcemid投与時の生物フォ
 トン計測によって,薬剤投与時の生理的変化がモニターできることがわかった。
 本研究は,生物フォトン計測が細胞種に特異的な発光特性に基づくことを示し,今後癌の悪性
 度診断や薬剤の感受性および耐性試験等に応用する上で役立っと思われる。
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 審査結果の要旨
 極微弱生物フォトン発光(生体極微弱発光またはバイオフォトン発光)はほとんどの生体にお
 いて,生命活動にともなって自然に発せられる極めて微弱な発光現象であり,生体の生理的・病
 的状態を反映する新しい指標と考えられている。培養細胞は病態診断のモデルとして有用である
 が,これまで生物フォトン計測例は限られ,生理的条件下での計測は行なわれていない。本研究
 ではこれまで困難であった,培養癌細胞の増殖状態や,細胞周期と生物フォトン現象との関連を
 明らかにすることを目的として,低ノイズ・超高感度な極微弱発光計測装置を開発し,新たに考
 案した培養装置とを組み合わせて,培養細胞由来の生物フォトン計測系を確立した。
 計測に用いた細胞株は,東北大学第二外科で樹立した,ヒト食道癌患者胸水由来の細胞株TE9
 で,計測には還流培養系を組み込んだ,フィルター差分方式分光分析システムを使用した。この
 計測系を用いて,TE9の細胞増殖に伴う発光強度の変化,および発光スペクトル,さらに
 colcemidによる同調培養細胞の生物フォトン発光を計測して,通常の増殖時の発光特性との比
 較検討を行った。
 増殖状態におけるTE9に由来する生物フォトン発光強度は,計測初期には培地に由来する遅
 延蛍光の急激な減少を認めるものの,それ以降は細胞増殖曲線,すなわち遅滞期,対数増殖期お
 よび静止期にほぼ一致する経時変化を辿った。このなかで,計測開始から5-9時間および19-
 93時間のTE9に由来する生物フォトン発光強度は,培地のみの場合と比較した場合,有意に高
 いことが明らかになった。この5-9時間における発光強度上昇,および静.止期後期の発光強度
 の低下傾向は増殖曲線とは一致せず,細胞周期分布の時間的変化との比較から,細胞周期の影響
 が示唆された。またTE9の発光スペクトルは500-700nmの領域で培地に比べて有意に発光強度
 が高く,特に530,590,630nm付近に発光ピークを持つことがわかった。
 colcemidを用いたM期同調培養時の計測において,単位細胞数あたりの発光強度は非同調培
 養細胞に比較して有意に高いことが示された。同時計測した発光スペクトルではcolcemid投与
 前後で発光スペクトルパターンに有意な変化を認めた。
 本研究は,生物フォトン計測によって培養癌細胞の増殖状態が観察できることを世界で初めて
 示し,発光強度には細胞の生理状態の情報も含まれることを示唆した。同時に,培養細胞由来の
 発光スペクトルパターンも計測可能であることを示した。発光スペクトルは生物フォトンの発光
 メカニズムの解明のみならず,複雑な生体において,目的とする細胞からの生理的情報抽出にも
 役立つと思われた。さらにcolcemid投与時の生物フォトン計測によって,薬剤投与時の生理的
 状態変化がモニターできることが明らかになった。今後,生物フォトン計測を,癌の悪性度診断
 や薬剤の感受性および耐性試験等に応用する上で役立つと考えられた。よって本研究は・卜分に学
 位に値するものである。
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